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cagA(+ ) Hp 圆球体实验动物模型的建立
方 莹 张长弓 陈 福 杨善民 王 昆
摘 要:目的 建立 H p 圆球体动物模型。方法 通过去营养法来培养 cagA( + ) H p 圆球体, 定期用 MTT 和 SCC 方法
来检测细菌的代谢活性,用吉姆萨染色和电镜负染色来观察细菌在不同时期的形态和变化。在圆球体培养的第 7 周, 进行幽
门螺杆菌及其圆球体经口感染裸鼠的实验。结果 通过细菌学、尿素酶实验、16SRNA 、cagA( + ) PCR检测和电镜负染色等方
法确定从已喂服幽门螺杆菌及其圆球体的裸鼠胃里分离到的细菌克隆, 经证实为 cagA ( + )H p。结论 首次在裸鼠上证实了
H p 圆球体是Hp 粪 口 传播链上不可缺少的一环。
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ABSTRACT: Aim To establish animal model infected with cocco id H p Methods cagA ( + ) coccoid H p was cultured and
formed through nutrition depr ivation, its metabolism was studied regularly w ith t he methods of SCC and MTT the forms o f different
t ime w as observed by Giemsa staining and TEM Experiment o f infecting nude mice was done with cagA( + ) coccoid H p cultured as
mentioned above for 7 weeks and w ith nomal cagA( + )H p Result Bacter ia isolated from nude mice infected by H p or its coccoid
form w ere comfirmed to contain cagA( + ) H p w ith assays of PCR, TEM and Urease Conclusion The results indicate that the coc-
coid form is a necessar y link of H p s stool- mouth infection in nude mice
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自1982年Warren和 Marshall等报道了幽门螺
杆菌( Hel icobacter pylori , H p )以来 1 ,这种细菌就
受到了医学界和生物学界的普遍关注。从临床病例
可以证实, Hp 可以引起胃炎, 十二指肠溃疡等胃肠
道疾病,并与胃癌的发生有关 2 。Hp 感染成全球
分布, 是世界上最广泛的传染性疾病 3 , 全球平均
感染率高达 52% 3 。Hp 感染的可能途径是 粪
口 和 口 口 传播。近年的体外实验已证明: Hp
可以从粪便中分离出来, 并能在水中存活数月,这间
接证实 Hp 粪 口 传播的可能性, 推测 Hp 通过
粪 口 传播的可能性更大一些。
正常的 Hp 成螺杆状, 在一定条件下如缺营养、
高温、抗生素处理和有氧等条件下,可变为一种有基
本呼吸活性但不能培养的菌体( Viable but noncu-l
turable stage VNC) ,这种状态的 Hp 呈球状或椭球
状,称为 Hp 圆球体( Coccoid form)。圆球体较螺杆
菌小, 在体外不能培养, 但仍保持一定的 AT P 水
平 4 。虽然目前认为圆球体是螺杆菌进入体内并
引起胃炎的中介状态体, 但无直接证据给予证实。





用 CagA( + ) H p 及其圆球体感染裸鼠, 用PCR法检
测 H p 16sRNA和 CagA( + )基因, 辅助以负染色电
镜观察定植后产生的细菌克隆, 以验证圆球体是 粪
口 传播途径的 一环 的假设。
1 材料和方法
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研究所) , Taq 酶 (上海生工公司) , M TT ( Sigma 公
司) , 其余试剂为分析纯。
1 2 方法
1 2 1 幽门螺杆菌的培养 在脱纤维羊血空肠弯
曲菌培养基中, 37 微需氧( 85% N2, 10% CO2,
5% O2)条件下培养 3d,观察有无菌落长出。
1 2 2 正常 BALB/ c裸鼠胃菌群分布实验 取 10
只BALB/ c裸鼠,在实验前禁食 4h,颈椎脱臼法, 无




1 2 3 圆球体的培养 菌体悬于500ml PBS 中, 置
于 4 下, 每 3d取菌液进行吉姆萨染色和镜检, 实
验进行 5周。
1 2 4 H p 圆球体转化 MTT 实验 从培养圆球体
时开始做 MTT 实验。每周 1 次, 共 13 周。取
100 l菌液(约 10
7
细菌)于离心管中, 3000r/ m in 离
心 15min, 弃上清, 然后加入 200 l 4%甲醛溶液固
定 15min, 使菌体内的甲日替充分溶出, 最后溶液置
于 96 微孔板于 570nm 下读数。实验设阴性对照
组。
1 2 5 表面培养记数法( Surface Culturable Counts





1 2 6 圆球体感染动物模型实验 圆球体培养到
第7 周, 进行 SCC 试验, 测得圆球体转化率为 100
%。取 16 只 4~ 6 周龄 BALB/ c裸鼠随机分为两
组,一组灌食圆球体, 一组作对照组, 灌食 H p 螺杆
菌 23号。实验前 2h 对所有的裸鼠注射 0 1mg 的
盐酸雷尼替丁。经浓缩 H p 圆球体 (终浓度 OD=
3 5左右 590nm)菌液:蛋黄(体积比) = 4 1,每只灌
食1ml菌液。给对照组裸鼠灌食 0 5ml培养 3d 的
Hp 浓缩菌液( OD= 2 0 590nm)。对照组和实验组
裸鼠继续喂养, 每隔 1周每组各取裸鼠 2只, 颈椎脱
臼法处死, 无菌操作取后胃,用 PBS 洗净后涂平板,
培养 3d后做尿素酶, PCR及电镜观察。
1 2 7 H p 及其圆球体 PCR检测 取实验裸鼠胃
粘膜培养的细菌,加入 200 l细胞溶解缓冲液,于 94
下不断震荡 20min,离心, 收集测定上清的 DNA
做PCR 实验。H p16s RNA 种属鉴定: 取 2 l 各组
DNA 提取液, 10 PCR buffer 2 5 l, 500 mol/ Ld-
NTP2 5 l, 5 mol/ L 引物Hp1、Hp2各取1 l, Taq酶
2u,加双蒸水后总体积 25 l。扩增参数为 94 30s,




在正常 SPF 级裸鼠胃内菌群分析的实验中, 10
只裸鼠中的 4只分离到菌落。用革兰氏染色法进行
染色,结果为阳性。4个菌落细菌分别做尿素酶和
H p16SRNA和 cagA PCR实验, 结果全部为阴性。
电镜观察为短杆状细菌无鞭毛。
通过吉姆萨染色, 我们可以把 Hp 螺杆菌在去
营养变为圆球体的过程分为三个阶段, 即纯螺杆菌
时期,螺杆菌与圆球体混合时期和纯圆球体时期。
最初的菌液全为螺杆菌,较细长, 长度为 3 M 左右,
随着时间延长, 圆球体数目增多, 直径大约为 1 M
左右,甚至更小。5周后, 借助镜检已无法判断螺杆
菌的存在。
MT T 实验共进行了 13周, M TT 值前 3周变化
并不大,第 4周和第 5周骤降,说明这是圆球体的主
要生成期。这结果与镜检的结果是一致的。进入第






裸鼠胃里分离到的细菌做尿素酶、H p 16sRNA 和
cagA( + ) PCR来确定结果,发现螺杆菌组有 4个是
阳性,圆球体组有 3个是阳性,而且其对应菌顺序相
同,说明这 7 株菌来源于同一菌株, 即幽门螺杆菌
23号。电镜照片显示,灌食圆球体的一组分离的细
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表 1 实验各组尿素酶实验的结果
Table 1 Detection of urease test
组 1周 2周 3周 4周
H p 1 + + + +
H p 2 + + * +
圆球体1 + * + +
圆球体2 + + * +
* 实验未做
表 2 实验各组 Hp16SRNA 基因检测结果
Table 2 Detection of Hp 16SRNA gene
组 1周 2周 3周 4周
H p 1 + + * +
H p 2 + * + +
圆球体1 + + * +
圆球体2 + + + +
* 实验未做
表 3 实验各组 Hp CagA 基因的检测结果
Table 3 Detection of Hp cagA gene
组 1周 2周 3周 4周
Hp1 + + * +
Hp2 + + + +
圆球体1 + * + +
圆球体2 * + + +
* 实验未做
图 1 灌服 Hp23圆球体 4周后分离的 Hp 负染色电镜照片
Fig 1 Negative staining photo of Hp isolate From nude mice
infected for 4 weeks
利用 H p 表面培养记数法可以知道Hp 菌液浓
度及圆球体的转化率。原菌液按梯度稀释, 选用最




对照组动物在实验前并未感染 H p ,任取 10只
裸鼠进行肠胃菌群分析, 通过尿素酶和 PCR 检测,




借助 MTT 和 SCC,证明有 H p 圆球体的存在。
MT T 实验共进行了 13周在前 3周, 甲日替值
变化不大,说明螺杆菌在 PBS 中还存活着, 有较强
的氧化代谢能力。随着时间的延长,特别是在第 4
周和第 5周,甲日替值渐渐趋于稳定, , 最终甲日替





功。圆球体在 Hp 的 粪 口 传播链上的作用已在





根除 H p 目前看来还为期尚远, 从根本上切断 H p
的可能传播途径是最重要预防环节之一。
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